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摘要 : 利用 染料 亲 和 层 析 《Cibacorn Blue 柱 ) 和 离子 交换 层 析 〈Macrosphere WCX H) IKA MIE Haemaphysalis longicornis WE 
液 腺 的 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 进行 纯化 ， 经 SDS-PAGE 证 实 其 分 子 量 为 66 kD。 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 可 以 水 解 ATP 和 ADP， 但 
对 AMP 无 水 解 作 用 ， 水 解 ATP 和 ADP 的 Ko 值 均 为 0.2 pmol/L, Vinx PHA 12.5 Fl 15.6 pmol /(mint'mg). FR = BERR RUBE 
酸 酶 水 解 ATP 的 中 间 产 物 是 ADP， 最 终 产 物 是 AMP 和 正 磷酸 。 表 明 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 水 解 ATP 的 位 点 是 $- 核 背 酸 的 y- 
BERIE, KRE ADP 的 位 点 是 5- ERI -HRE 
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Purification and mechanism of enzymic hydrolysis of apyrase from salivary glands 


of Haemaphysalis longicornis 

CHENG Yuan-Guo'» WU Hou-Yong’» LI De-Chang’, LI Cheng-Wen’ » ZHAO Tong-Yan (1. Institute of Microbiology 
130042, China) 
Abstract: Apyrase was isolated from soluble crude salivary glands extract of Haemaphysalis longicornis by a Cibacron 


and Epidemiology» Beijing 100071, China; 2. Military Necessaries University, Changchun 


Blue column and a Macrosphere weak cation-exchange column. Apyrase could hydrolyse ATP and ADP, but failed to 
hydrolyse AMP. The approach K,,> obtained with ATP and ADP as substrates: were evaluated 0.2 pmol/L and the ap- 
proach Vs were 12.5 and 15.6 umol /Cmin* mg) respectively. During the hydrolysis of ATP as monitored by HPLC. the 
UV-absorbing compounds observed were the ADP and AMP; and for ADP was the AMP only. Direct evidence showed 
that the hydrolysis site of ATP and ADP occurred by cleavage at the phosphate residues Y and 8 to the 5’ carbon atom of 
the ribose was obtained by enzymically hydrolyzing both Ly-” P] ATP and [8-*P] ADP and separating the products by 
ion-exchange HPLC. The mechanism of ATP and ADP hydrolysis is sequential removal of phosphate residues to produce» 
finally» AMP. 
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Fk = BE UGE RRB Capyrase) 广泛 存在 于 植 
PUA SCR HES ZARA. 亦 广 泛 存 在 于 吸血 节肢 动 
PP REY AR, Oe. Re AR, a. HER SRR 


ARK, FPR: G) Bib eH ALOE Be AS 1 
(Plesner et al.» 1997); (2) 寄生 上 忠 对 宿主 抵抗 系 
RENEM (Vasconcelos et al.» 1996); (D 参与 小 


Ribeiro, 1987). 4A CCupp et al.» 1993) ALR RB 
CVelezuela et al.» 1996) 等 。 

E AXTAR A EF RB ls EDRR TE A 
引起 人 们 的 重视 ， 尤 其 是 近 十 年 来 对 其 生物 学 功能 
在 分 子 水 平 上 进行 了 大 量 的 研究 〈Plesner et al.» 
1997)。 参 与 细胞 外 核 苷 酸 水 解 的 酶 有 了 两 种 ， 即 外 - 
ATPase 和 外 -apyrase， 它们 与 许多 重要 的 生理 过 程 
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泡 的 物质 转运 (Plesner et al.，1997); (4) 调节 血 
清 中 ATP 和 ADP 的 浓度 ， 这 对 血栓 的 形成 及 保证 
止血 是 非常 必要 的 《Marcus et al.» 1997; Kaczmarek 
et al.，1996); (5) 血管 内 皮 上 的 淋巴 细胞 激活 抗 
JR CD39 最 近 也 被 证 实 为 一 种 外 -apyrase (Wang & 
Guidotti，1996)。CD39 是 三 种 重要 的 血管 内 皮 血 栓 
调节 因子 之 一 ， 另 外 两 种 是 血管 内 皮 舒 张 因子 一 一 
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NO 和 circonosids， 它 们 均 对 血小板 激活 剂 所 诱导 的 
血小板 聚集 有 抑制 作用 。 可 溶性 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 
酶 在 临床 上 可 作为 抗 组 织 移植 排斥 反应 剂 和 抗 血 栓 
剂 《 特 异地 抗 阿司匹林 敏感 途径 》 (Marcus et al.» 
1997; Kaczmarek et al.» 1996)。 

通过 研究 无 状 椎 动物 唾液 腺 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 
Ba AS HE BH 4 Sb-apyrase 的 结构 和 功能 的 相似 性 ， 
可 能 为 进一步 深入 研究 止血 生理 和 病理 提供 依据 。 

虽然 人 们 对 吸血 节肢 动物 的 唾液 和 唾液 腺 的 腺 
苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 进行 了 大 量 的 研究 ， 但 这 些 研究 
仅 限 于 其 生物 学 特性 和 功能 上 。 有 关 长 角 血 是 
Haemaphysalis longicornis WE W ig ik A = BE AR OBER 
酶 的 生物 学 特性 及 功能 已 进行 了 详细 研究 〈 程 远 国 
等 ，2000)， 本 文 作者 对 腺 苷 三 磷酸 双 磁 酸 酶 进行 
了 纯化 并 对 它 的 底 物 动力 学 、 酶 促 反 应 作用 位 点 和 
水 解 产物 进行 了 分 析 ， 为 研究 吸血 节肢 动物 吸血 生 
理 及 进一步 研究 $- 核 苷 酸 酶 家 族 和 哺乳 动物 细胞 
外 -apyrase 的 结构 和 功能 打下 了 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 长 角 血 蝗 的 采集 和 保存 

长 角 血 蝗 成 虫 来 自 河 北 省 添 水 县 白 涧 镇 ， 采 用 
拖 蜂 法 采集 。 在 实验 光照 培养 箱 中 保存 〈 温 度 27 
+1; 相对 湿度 为 80%; K 14 L:10 DD. IIR 
RERE ERIL. 
1.2 KAMRE ARH oS 

参见 程 远 国 等 (1999) 方法 进行 。 
1.3 试剂 

ATP, ADP — #4 盐 、AMP、Bis-Tris、 Hepes 
(Sigma). 1-4-2- )-4T AR. Tris-HCl. HESS 
Al. FARRER. PARR ( 单 体 ，、 甲 义 双 丙烯 酰胺 、 
TEMED、SDS、B- 统 基 乙 醇 、B- 胰 重 白 酶 抑制 剂 、B- 
SLA A A, RRB 1. RRA. MRE 
白 、L- 乳 酸 脱 氧 酶 和 胰 香 和 白 酶 原 、[8-4C ] AMP. 
[7y-2P] ATP、[B2P] ADP 《中 国 原子 能 研究 所 》、 
B- 磷 酸 甘油 。 
1.4 仪器 

高 速 台 式 冷冻 离心 机 、 高 效 液 相 色 谱 仪 、 酶 联 
免疫 测定 仪 、751 紫外 分 光 光 度 计 、 中 压 层 析 系 
统 、DEAE TSK 柱 《Bio-Rad )、Cibacron Blue 柱 
(Alltech), WCX 弱 阳 离子 柱 (Alltech)、 电 注 仪 、 
pH 酸度 计 、 光照 培养 箱 、 血 小 板 聚 集 仪 、Amicon 
离心 式 浓缩 器 (美国 )、y- 记 数 仪 。 





45 58 3 期 


1.5 RESEND ME 

参考 Ribeiro 等 (1989) 和 Valenzaela Æ (1996) 
方法 ， 测 定 ATP 及 ADP 释放 的 无 机 磷 含 量 ， 用 以 
表示 腺 昔 三 磷酸 双 磷 酸 酶 的 活性 。 采 用 96 孔 板 在 
酶 联 免疫 测定 仪 上 测定 OD 值 : 反应 体系 的 缓冲 液 
为 50 mmol/L Tris-HCl; pH 8.3， 内 含 150 mmol/L 
NaCl 和 5 mmol/L CaCl, 55 1/50 XJ WE HE HR A SJ 3% 
CTSGE) 混合 ， 终 体积 为 100 pL, HEDE TSGE, 
反应 体系 于 37% 培 养 10 min， 加 28 uh 反应 终止 液 
(0.2 g 的 1- 氯 基 -2- 蔡 酚 -4- 磺 酸 与 0.2 g ERRA 
钠 和 1.2 g 的 亚硫酸钠 混合 配 成 25 mg/mL 的 溶液 ， 
取 3 uL 与 用 2.5 mol/L WREEK] 1.25 % FARRER 25 
起 混合 ， 计 28 nL)。 采 用 内 插 法 计算 磷 含 量 ， 酶 
活力 单位 用 U 表示 ， 每 分 钟 从 ATP 或 ADP 释放 1 
umol/L 无 机 磷 的 量 定义 为 1U。 
1.6 长 角 血 时 唾液 腺 腺 背 三 磷酸 双 磷 酸 酶 的 纯化 
和 SDS-PAGE 分 析 

分 离 200 对 吸血 期 的 成 蝗 唾 液 腺 置 于 25 mmol/ 
L Bis Tris-HCl; pH 7.0 缓冲 液 中 ， 利 用 超声 法 将 唾 
液 腺 细胞 破碎 《注意 散热 ) 10 000 x g 离心 30 
min， 上 清 液 用 截留 分 子 量 为 30 kD 的 Amicon 离心 
式 浓缩 器 浓缩 至 200 pL, 30 kD 以 下 的 蛋白 储存 ， 
用 于 其 它 实 验 。 第 一 步 纯 化 采用 染料 亲 合 层 析 法 : 
柱子 用 Cibacron Blue 柱 (Alltech》)， 洗 脱 液 为 20 
mmol/L Hepes: pH 6.8， 用 0~1 mol/L 的 NaCl 梯度 
洗 脱 60 min， 流 速 为 0.5 mL/min。 收 集 洗 脱 液 ， 测 
定 酶 的 活性 ， 将 有 活性 的 部 分 集中 在 一 起 ， 再 用 一 
个 新 的 离心 式 浓缩 器 脱盐 、 浓 缩 。 第 二 步 采 用 弱 阳 
离子 柱 进行 离子 交换 层 析 : 柱子 用 Macrosphere 
WCX 柱 (Alltech)， 洗 脱 液 同 上 。 为 了 减少 酶 与 试 
管 壁 的 非特 异性 结合 ， 在 收集 we 柱 洗 脱 液 时 ， 
应 用 硅化 的 试管 ， 每 管 收集 0.5 mL， 再 加 50 uL 
1 mg/mL 的 BSA, BSA 终 浓度 为 0.1 mg/mL， 检 测 酶 
的 活性 ， 活 性 部 分 浓缩 、 脱 盐 冻 干 保存 。 纯 化 的 腺 
Er = ei RR OER BB TE 12.59% 的 胶 上 进行 SDS-PAGE 
分 析 。 
1.7 腺 背 三 磷酸 双 磷 酸 酶 水 解 底 物 的 HPLC 分 析 

纯化 的 腺 音 三 磷酸 双 磷 酸 酶 加 入 1 mL 1 mmol/L 
的 ATP. ADP 或 AMP 中 ， 反 应 温度 为 37 ， 腺 苷 三 
磷酸 双 磷 酸 酶 催化 反应 缓冲 液 pH 为 8.3，5'- 核 昔 酸 
酶 催化 反应 缓冲 液 pH 为 7.4， 并 且 含有 2 mmol/L 的 
MgCL 。 在 反应 0、1、2、4、8、15、30、60、120 min 
和 160 min 时 各 取 100 pyL，10 È PFE. FR 20 uL 上 
HPLC DEAE TSK 柱 ， 分 析 ATP. ADP. AMP FURRE 
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的 含量 变化 ， 头 15 min 用 流动 相 为 0.125 mol/L KIE 
酸 钠 (pH 3.5) 洗 脱 ， 然 后 用 0.5 mol/L 的 磷酸 钠 洗 
fit 1 min， 再 用 0.8 mol/L 的 磷酸 钠 洗 脱 9 min. YUE 
为 1 mLimin， 检 测 波长 为 259 nms 
1.8 RËRE kA” P 标记 ATP 和 
ADP 水 解 产 物 的 分 析 

水 解 的 反应 体系 为 含有 1 mL 50 pmol/L [Ly-*P] 
ATP【〔 放 射 比 活性 为 6.6x 10’ c.p.m./pmol) 的 0.05 
mol/L 的 Hepes 缓冲 液 ，pH 7.5，37%， 加 2 mU 的 
ARG =e Be RAS. REI h KA LR PI 
ADP CBU Thi TEA 1.3 x 10’ c.p.m./pmol) WR 
应 条 件 与 水 解 Ly” Pl] ATP 相似 ， 加 4 mu 的 腺 彰 
ZERUERI. E Mono OF, HEAR RD 
0.02 mol/L Hepes/5 pmol/L EDTA, Al KOH 调 至 pH 
7.5， 用 0~0.25 mol/L 的 KCl 梯度 洗 脱 ， 流 速 为 I 
mL/min, 1h 内 将 核 音 酸 与 磷酸 分 离 完毕 ， 每 管 搜 
集 0.5 mL 计数 放射 性 。 用 标准 品 对 照 ， 计 算 核 背 


酸 和 各 种 磷酸 的 洗 脱 时 间 CWiladsen et al.» 1989). 
1.9 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 的 酶 促 动力 学 

参考 Fersht (1985) 的 Linnweaver-Burk 双 倒 数 
ERNE., HA Ka 和 Vato 
1.10 ”和 蛋白质 的 含量 测定 

采用 Bradford (1976) 法 ， 以 BSA 作 标 准 和 蛋白 。 


2 结果 


2.1 唾液 腺 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 的 纯化 

利用 Cibacron Blue 染料 亲 和 层 析 柱 和 WCX 弱 离 
子 交 换 柱 对 200 对 长 角 血 蝗 唾 液 腺 进行 腺 背 三 磷酸 
双 磷 酸 酶 纯化 。 结 果 经 第 一 步 纯 化 ， 腺 苷 三 磷酸 双 
磷酸 酶 的 回收 率 可 达 90%， 经 第 二 步 纯 化 其 回收 率 
仅 有 30 多 左右 〈 表 1)。 经 两 步 纯 化 ，SDS-PAGE 电 
泳 可 见 一 条 带 ， 纯 化 的 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 在 自然 
和 还 原状 态 下 的 分 子 量 均 为 66 kD (图 17。 


表 1 200 对 蝗 唾液 腺 色 浆 中 腺 背 三 砚 酸 双 磁 酸 酶 的 纯化 
Table 1 Purification of apyrase from tick salivary gland 


Fg E = ie BS AR He BS HG HE 


i De Ea Ae & Cpg) me CH) 特异 活性 《Unirsmg) 纯化 倍数 
Step —— M Protein Yield Specific activity Fold purification 
Substrates U 
Pa AiR =) HZ ATP 40.2 100.0 102.1 
Homogenate ADP 40.2 1 263.0 102.0 
AMP 0 0 
Cibacron Blue ATP 37.5 93.7 1 946.4 19.7 
ADP 39.5 120.2 98.7 2 134.5 20.9 
AMP 0 0 
Macrosphere WCX ATP 10.3 32.6 1 832.4 17.8 
ADP 8.7 40.1 28.6 1 447.0 14.2 
AMP 0 0 
2.2 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 栈 的 底 物 动力 学 特征 


; 94.0kD 
66.0kD — e @ = 670D 
有 43.0kD 
~ 30.0kD 


- 20.1kD 


图 1 Ct. AR = RRA AD SDS-PAGE 电泳 图 谱 
Fig. 1 SDS-PAGE of purified apyrase 

10 ve SELL AT fie E = eS EB 在 12.5% ARE HEAT SDS- 
PAGE， 用 考 马 斯 亮 蓝 染色 ,A& 带 为 非 还 原状 态 ，B 带 为 还 原状 
态 ，C 带 为 标准 分 子 量 

Apyrase (10 pg) was electrophoresed under maturing (Line A) and de- 
naturing {Line B) in the presence of SDS on 12.5% polyacrylamide gel 
and stained with Coomassie Brilliant Blue stain. Line C. molecular mass 


standards 


腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 水 解 底 物 AMP. ADP. 
ATP 的 动力 学 参数 见 表 2， 酶 的 浓度 依赖 性 符合 
Michaelis-Menten 方程 ， 其 中 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 水 
解 ADP 和 ATP 的 K,, 值 都 是 0.2 pmol/L. 
2.3 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 水 解 底 物 的 HPLC 分 析 

纯化 的 腺 背 三 磷酸 双 磷 酸 酶 有 较 高 的 水 解 ATP 
和 ADP 的 活性 ， 其 水 解 ATP 快 。 在 反应 初期 ， 生 
成 ADP 和 AMP， 但 2 min Ja ADP 的 生成 速度 明显 
WE. mM AM 浓度 直线 上 升 “图 2)。 即 使 反应 达 
120 min 也 未 见 腺 背 生 成 ， 反 应 产物 是 AMP FIER 
酸 。 
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R2 AR = ERR RR KAS hE R LT 
Arsh ee sew paras 
Sw FSS oe AMP@ pi ADP  PPi ATP PPPi 
Table 2 Steady-state kinetics for hydrolysis of various substrates T 
底 物 腺 昔 三 磷酸 双 磷 酸 酶 Apyrase = | 
Substrates Kan Cumol/L) V nax [pmol f (min*mg) J = g i 
AMP B3 
‘i > 
ADP 0.2 12.5 ET 
ATP 0.2 15.6 z 3 2 
1.0 se 0 
-© -- ADP 0 20 40 60 80 100 


FFE Concentration Cu mel fal.) 


—A—_ AMP 4 Tube no. 


一 一 一 Adenosine 


图 4 纯化 腺 苷 三 磅 酸 双 磷 酸 酶 水 解 LY2P]ATP 60 min 
时 的 产物 层 析 图 谐 











Fig. 4 Chromatography of the products after 60 min hydrolysis 
aq tT 
2 三 4.5 F 
Ra = 4 上 
Bip ae, AMP Pi PPi ATP PPPI 
SRA 
THNH) ‘lime (min) stl = 2.5 F 
ee 2 
RLT 
Re Ip 
图 2 纯化 腺 背 三 磷酸 双 磷 酸 酶 水 解 ATP C1 mmol/L) se] 
过 程 中 的 AMP 积聚 ù 20 4 60 $0 100 
E STube no. 


2.4 


Fig. 2 Accumulation of AMP following hydrolysis of 
ATP (1 mmol/L) by purified apyrase 


了 图 5 [BPP] ADP 水 解 前 的 层 析 图 谱 
腺 背 三 磷酸 双 磷 酸 酶 水 解 [ T P | ATP 和 Fig. 5 Chromatography of | 8-” P ]ADP before hydrolysis 


[B-PP] ADP 的 产物 的 分 析 
为 了 直接 证 实 腺 并 三 磷酸 双 磷 酸 酶 的 水 解 位 


点 ， 我 们 利用 腺 音 三 磷酸 双 磷 酸 酶 水 解 [yxP] dai 
ATP 和 [B2P] ADP， 然 后 再 用 离子 交换 层 析 分 析 。 和， 
[yP] ATP 和 [8B-2?P] ADP 的 分 解 产 物 。 腺 昔 三 ga 
磷酸 双 磷 酸 酶 水 解 [y?P] ATP 和 [B?2P] ADP 的 ae 1.9 
放射 标记 产物 是 正 磷酸 (Pi)， 见 图 3 - 6。 re 











3 C 20 40 ei SO 
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利用 HPLC DEAE TSK FEA HTUESE, fin = Be 
图 3 [y P] ATP 水 解 前 的 层 析 图 谱 酸 双 磷酸 酶 水 解 ATP 与 ADP 的 最 终 产 物 是 AMP 和 
Fig. 3 Chromatography of Ly-* P JATP before hydrolysis 无 机 磷 ， 在 水 解 ATP 的 头 2 min 内 ， 生 成 ADP 和 
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AMP, M2 minJa, ADP 的 生成 逐渐 减少 ， 而 AMP 
的 浓度 逐渐 增加 。 利 用 HPLC 分 子 得 直接 分 析 腺 苷 
三 磷酸 双 磷 酸 酶 水 解 L[y-2P]ATP 和 [8B-2P]ADP 的 产 
物 , 证 实 只 生成 正 磷酸 (Pi)， 而 不 生成 焦 磷 酸 
CPPPi) 和 偏 磷酸 (PPi)。 以 上 实验 结果 证 明 ， 腺 
苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 的 酶 切 位 点 位 于 ATP 的 $ -末端 
的 7 磷酸 键 和 ADP 的 5'- 末 端的 B- 磷 酸 键 。 

Champagene 等 证 实 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti 唾液 
腺 中 的 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 属 $- 核 苷 酸 酶 家 族 ， 
但 其 缺乏 AMPase 的 活性 。 其 活性 明显 高 于 从 将 椎 
动物 胰 脏 和 血管 内 皮 纯 化 的 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 的 
活性 ( 程 远 国 等 ，1997)。 本 实验 结果 显示 ， 自 长 
角 血 暑 唾 液 腺 纯化 的 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 无 论 生 物 
学 特性 还 是 从 其 水 解 底 物 的 特性 以 及 生理 功能 上 来 
看 都 与 蚊 唾 液 腺 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 相似 ， 说 明星 
唾液 腺 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 也 属 $- 核 苷 酸 酶 家 族 。 

腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 与 $- 核 音 酸 酶 家 族 的 相 
似 性 丰富 了 $'- 核 苷 酸 酶 家 族 的 进化 是 以 增加 底 物 
特 化 作用 为 特征 的 理论 。 祖 先 酶 的 表 型 特征 是 一 种 
细菌 酶 具有 $'- 核 苷 酸 酶 、UDP- 糖 水 解 酶 和 腺 苷 三 
磷酸 双 磷 酸 酶 的 特性 (Zimmerman, 1992), 5'E 4A 
似 的 是 从 卵 形 酵 母 Saccharomyces oviformis 中 纯化 的 
酶 ， 具 有 水 解 核糖 核酸 和 脱氧 核糖 核酸 $' -磷酸 键 、 
NAD, NADH,. FAD 和 ATP 的 功能 。Willadsen 等 
(1993) Mik- Boophilus microplus 体内 纯化 出 
一 种 5 KARE, SARS BARBRA. RA 
水 解 ATP. ADP. AMP 和 UDP- 糖 的 功能 。 在 实验 
中 ， 我 们 还 从 去 唾液 腺 的 长 角 血 蝗 体 内 纯化 出 $- 
BERE, th AK AG ATP. ADP 和 AMP 特性 
《 待 发 表 )。 可 以 推断 广 谱 底 物 的 祖先 基因 首先 发 生 
重复 ， 接 着 发 生 扩散 ， 选 择 地 产生 腺 苷 三 磷酸 双 磷 
酸 酶 〈 特 异性 地 水 解 核 昔 焦 磷酸 的 焦 磷酸 键 )、5S'- 
BERE CF IEK AEN) J UDP- 糖 水 解 酶 。 
S'- 核 苷 酸 酶 的 基因 可 能 与 各 种 吸血 节肢 动物 唾液 
腺 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 有 着 相同 的 祖先 基因 ， 而 吸 
血 节 上肢 动 物 唾液 腺 腺 苷 三 磷酸 双 磷 酸 酶 可 能 是 广 谱 
底 物 祖先 基因 在 复制 过 程 中 选择 分 化 产生 的 一 种 具 
有 特异 功能 的 酶 ， 来 满足 其 吸血 的 要 求 。 
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